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摘要 : 为 筛选 出 与 认 知 、 记 忆 相 关 的 脑 部 表达 基因 及 基因 家 族 ， 利 用 TRIzol 试剂 从 恒 河 猴 大 脑 前 额 叶 组 织 
抽 提 总 RNA， 再 用 纯化 试剂 盒 从 总 RNA 中 成 功 纯化 出 mRNA。 按 照 Stratagene 公司 的 cDNA Synthesis Kit 
(200401 )、ZAP-cDNA Synthesis Kit ( 200400 ) 和 ZAP-cDNA Gigapack 芽 Gold Cloning Kit ( 200450 ) 三 个 试剂 盒 的 
操作 说 明 ， 构 建 了 恒 河 猴 大 脑 前 额 叶 组 织 的 cDNA 文库 。 文 库 总 库容 为 2.0 x 106 克隆 ; 绝 大 多 数 的 cDNA 插入 
片段 =0.5 kh， 平均 长 度 ~=1.0kb; cDNA 片段 与 咽 菌 体 载体 重组 率 为 97.3% 。 文 库 各 项 指标 均 达 要 求 ， 为 克隆 
大 脑 PFC 区 表达 基因 、 测 定 基 因 编 码 区 序列 、 揭 示 具 有 多 种 剪 切 组 合 模式 等 提供 了 可 靠 资 源 ， 也 为 相关 基因 表 
达 调 控 的 研究 提供 了 方便 。 
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Construction of a cDNA Library of the Prefrontal 
Cortex of Rhesus Monkey 


Ll Yil?45, HUANG We?’, ZHANG Xin’, SU Bing™** 


(1. Key Laboratory of Cellular and Molecular Evolution, Kunming Institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, 
Kunming 650223, China; 2. Kunming Primate Research Center, the Chinese Academy of Sciences, Kunming 650223, China; 
3. The Research Center of Chinese National Human Genome at Shanghai, Shanghai 201203, China; 

4. Department of Chemistry and Life Science, Qujing Normal College, Qujing 655065, China; 

5. Graduate University of the Chinese Academy of Sciences, Beijing 100049, China) 


Abstract: Total RNA was extracted from the prefrontal cortex (PFC) of rhesus monkeys with TRIzol reagent. mRNA 
was further purified from total RNA using a purifying kit for mRNA. According to the manual of cDNA Synthesis Kit 
(200401), ZAP-cDNA Synthesis Kit (200400) ,and ZAP-cDNA Gigapacklll Gold Cloning Kit (200450) from Stratagene, 
we constructed a cDNA-library of the PFC of rhesus monkeys. Our aim was to identify brain-function (such as cognition 
and memory) related genes and gene families. The cDNA library has a capacity of 2.0 x 105 clones, and 97.3% of them 
are recombinant clones. The average size of the inserted cDNA fragments is 1.0 kb with the majority of inserts larger than 
0.5 kb, which meets the requirement of a standard cDNA library. The PFC cDNA library constructed will be useful in 
cloning and sequencing brain-function related genes, and in dissecting the alternative splicing patterns of genes expressed 
in the brain. Meanwhile, it will also serve as a useful resource in understanding the expression regulations within the 
brain. 
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在 灵 长 类 动物 的 进化 历程 中 ， 以 学 习 和 记忆 为 。” 主 的 认 知 能 力 的 提高 及 大 脑 容 量 的 增加 是 其 最 为 突 
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出 的 特征 之 一 。 现 代 人 的 大 脑 容 量 是 旧 大 陆 猴 (如 
猕猴 Macaca mulatta ) 脑 容量 的 20.6 倍 ,长臂猿 的 
14.4 售 。 与 人 类 亲缘 关系 最 近 的 灵 长 类 一 一 黑 猩 
猩 ( Pan troglodytes ) 相 比 ， 人 的 大 脑 容量 也 是 其 
容量 的 4.3 倍 ， 其 中 尤 以 与 高 级 认 知 功能 关系 最 为 
密切 的 前 额 叶 区 ( prefrontal cortex，PFC ) 的 扩张 最 
为 显著 (Shou，2001 )。 有 限 的 基因 组 DNA 序列 的 
比较 研究 表明 ， 人 类 与 灵 长 类 的 DNA 序列 极为 相 
似 ， 如 人 类 和 恒 河 猴 的 基因 编码 区 的 序列 相似 度 达 
95%( Wang et al, 2003; Osada et al,2002; Kawamura 
et al ,1991; Savatier et al, 1987 ), 而 同 黑猩猩 的 相似 
度 高 达 98.8%( Ebersberger et al, 2002; Fujiyama et 
al,2002; Chen & Li,2001; Goodman et al, 1998 )。 
此 ，DNA 序列 上 的 相似 性 难以 解释 在 认 知 能 力 和 
其 他 表 型 上 人 类 与 非 人 灵 长 类 的 差异 。 就 灵 长 类 的 
大 脑 发 育 过 程 而 言 ， 在 人 类 进化 过 程 中 产生 新 基因 
的 可 能 性 较 小 ， 很 可 能 是 参与 神经 细胞 增殖 、 分 化 
和 迁移 的 精细 调控 的 一 系列 基因 的 变异 ( 如 基因 表 
达 调 控 区 和 基因 编码 区 的 序列 变异 ) 导致 灵 长 类 种 
间 ， 特 别 是 人 类 与 非 人 灵 长 类 之 间 在 大 脑 容量 和 神 
经 网 络 的 精细 结构 上 产生 了 差异 。 

通过 研究 非 人 灵 长 类 关键 脑 区 ( 如 前 额 叶 区 ) 
基因 表达 的 模式 和 图 谱 ， 人 们 将 能 够 找到 在 大 脑 组 
织 中 特异 表达 的 基因 和 基因 家 族 。 这 些 基因 和 基因 



















































































1 材料 和 方法 


1.1 材 料 

狂 猴 脑 PFC 组 织 1.2 g, 来 自 4 岁 雄性 独 猴 。 
cDNA Synthesis Kit (200401 )、ZAP-cDNA Synthesis 
Kit ( 200400 ) 及 ZAP-cDNA Gigapack 于 Gold 
Cloning Kit ( 200450 ) 三 个 试剂 盒 和 TRlzol 试剂 来 
自 Stratagen 公司 。mRNA 纯化 试剂 盒 购 于 QIAGEN 
公司 。T3、1T7 引物 及 其 他 试剂 由 上 海 生 工 公司 和 大 
连 宝生 物 公司 提供 。 
1.2 方 法 
1.2.1 总 RNA 提取 将 猕猴 用 握 氨 酮 麻醉 后 ， 手 
术 取 出 脑 PFC 组 织 1.2 g， 立 即 投入 液 氮 冷冻 。 随 
后 把 PFC 组 织 转 入 人 研 钵 ， 在 液 氮 中 磨 碎 成 粉末 。 
液 氮 完全 挥发 后 ,将 粉末 状 样品 转 入 戌 有 12 mL 
TRIzol 且 用 DEPC 水 处 理 过 的 15 mL 离心 管 中 。 按 
照 说 明 书 进行 酚 、 氯 仿 抽 提 和 冷 乙醇 沉淀 。75%% 冷 
乙醇 漂洗 ,干燥 后 将 RNA 深信 50JL DEPC 处 理 过 
的 水 ， 室 温 溶 解 2 hp。 取出 溶解 的 RNA 溶液 1 pwL， 
稀释 100 倍 测 RNA 浓度 和 纯度 。DEPC 水 处 理 的 
1% 甲 醛 变性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 ， 检 测 RNA 质量 。 
1.2.2 mRNA 的 分 离 纯化 ”按照 mRNA 纯化 试剂 
盒 说 明 书 的 要 求 ， 从 总 RNA 中 分 离 纯化 mRNA。 
侈 测 mRNA 浓度 和 纯度 ，DEPC 水 处 理 的 1% 甲醛 















































家 族 无 疑 同 相关 的 认 知 功能 存在 密切 联系 ， 并 将 为 
了 解 神经 传导 的 网 络 结构 和 信和 号 传导 的 生化 路 径 提 
供 丰 富 的 信息 。 前 额 叶 皮层 位 于 大 脑 最 前 端 ， 具 有 
显著 发 达 的 颗粒 第 信 层 ， 以 及 广泛 而 复杂 的 传人 和 
传 出 神经 联系 ， 是 惟一 接受 丘脑 背 内 侧 核 直 接 投射 
的 新 皮层 ， 也 是 惟一 向 下 丘脑 有 直接 投射 的 新 皮 
层 。 前 额 叶 皮层 与 纹 状 前 视 区 、 杜 叶 联 合 皮 层 、 项 
叶 联 合 皮层 有 纤维 联系 ; 与 基底 前 脑 、 扣 带 回 和 海 
马 回 有 直接 或 间接 联系 。 复 杂 的 纤维 联系 决定 了 前 
额 叶 皮层 具有 复杂 的 功能 。 哺 乳 动 物 进 化 程度 越 
高 ， 前 额 叶 皮 层 的 面积 也 越 大 。 灵 长 类 具有 发 达 的 
前 额 叶 皮 层 ， 人 类 的 前 额 叶 皮层 占 整个 大 脑 面积 的 
约 29% (Shou，2001 )。 

基于 上 述 缘 景 ,我 们 构建 了 狂 猴 大 脑 前 额 叶 组 
织 的 cDNA 文库 ， 其 主要 目的 是 通过 cDNA 文库 ， 
克隆 并 测定 代表 灵 长 类 物种 大 脑 特异 性 表达 基因 的 
一 级 序列 ， 从 文库 中 筛选 出 与 认 知 、 记 忆 相 关 的 组 
织 特 异性 表达 基因 及 基因 家 族 ， 为 揭示 高 级 认 知 功 
能 的 起 源 和 遗传 基础 提供 线索 。 



























































变性 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 测 mRNA 质量 。 

1.2.3 cDNA 合成 及 连接 “按照 试剂 盒 说 明 书 ， 于 
1.5J 试管 中 加 入 10 x 第 一 链 合成 缓冲 液 5 1L、 
甲 基 化 dNTP 混合 液 3 uL、0ligo( dT )is_18 引物 
(1.4 ng/vL) 2wL、DEPC 处 理 水 17.5 wvL、RNA 酶 
抑制 酶 (40 UZwL ) 1wL， 混 名 ， 随 后 加 入 预 变性 
的 mRNA (0.1 pg/pL ) 20 Lo 把 试管 置 于 室温 
(23% ) 10 min， 加 1.5 pL StrataSceriptIY 反 转录 酶 
(50 UA/uL) 到 反应 体系 中 。42 温度 育 1P 后 ， 将 
试管 转 置 于 冰 上 。 加 入 10 x 第 二 链 合成 缓冲 液 20 
JEL、 合 成 的 第 二 链 dNTP 混合 物 8 uL、 无 菌 水 109 
1L。 混 名， 加 入 RNase H (1.5U/uL) 2wL 和 DNA 
聚合 酶 (9.0 U/L) 11 忆 ， 置 于 16 C 冷 浴 2.5 
h。 加 入 平头 反应 dNTP 混合 物 23 uL 和 克隆 Pf 
DNA 聚合 酶 (2.5 U/L) 2 nL， 置 于 72 % 热 温 30 
min 形成 平头 末端 。 用 T4DNA 连接 酶 连接 EcoR I 
连接 头 ， 磷 酸化 EcoR 工 连 接头 末端 ， 再 用 Xho I 
酶 消化 。 获 得 的 cDNA 片段 用 凝 胶 层 析 柱 分 级 ， 抛 
弃 小 于 0.5 kb 的 片段 ， 剩 余 片段 连接 到 Uni-ZAP 
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XP 载体 上 。 
1.2.4 鸣 菌 体 包 装 和 测定 唉 菌 体 滴 度 ”将 连接 到 








Uni-ZAP XP 载体 上 的 cDNA 片段 ( 约 2.5JLx2= 
100 ng x 2 ) 立即 分 别 加 入 两 个 融化 的 装 有 包装 试剂 
的 试管 中 。 置 试管 于 室温 (22 % ) 下 100 min。 加 
入 500 ulL SM 缓冲 液 ， 再 加 入 20 lL 氯仿 ， 混 均 后 
12 000 x g 离心 10 min。 把 上 清 液 (包含 哈 菌 体 , ) 
轻 轻 转 入 两 个 新 试管 (cDNA 文库 ， 各 约 500 pL )， 
存放 于 4 C 冰 箱 。 用 SM 缓冲 液 ,按照 1:10、1:100、 
1: 1000 的 浓度 稀释 、- 哈 菌 体 。 再 用 10 mmol/L 
MgS04 溶液 将 宿主 菌 ( XL1-blue ) 稀释 到 0Duo = 
0.5， 以 每 200 ylL 为 一 份 的 方式 ， 各 取 3 份 分 别 加 
入 到 3 个 新 试管 中 ，3 个 试管 编号 为 1、2、3 号 。 
把 3 种 不 同 稀释 浓度 的 入 - 噬菌体 各 1 pL， 按 照 从 
高 浓度 到 低 浓度 的 顺序 分 别 加 入 到 1、2、3 号 三 个 
新 试管 中 。 将 3 个 试管 混合 均匀 ， 置 于 37 %C 15 
min。 将 3 mL 炊 化 的 LB 琼脂 培养 基 冷 却 到 50 % ， 
然后 迅速 加 入 0.5 mol/L IPTG 15 uyL 和 X-gal ( 250 
mg/4L ) 50 pL， 再 将 、 - 哈 菌 体 和 宿主 菌 ( XL1- 
blue ) 的 混合 液 加 入 ， 混 合 均匀 后 倒 和 人 3 个 对 应 编 
号 的 LB 培养 基 固 体 平板 上 ,均匀 铺 开 并 凝固 10 
min。 翻 转 平板 ， 置 于 37 气温 箱 过 夜 培 养 。 记 数 三 
个 平板 上 的 鸣 菌 斑 。 
1.2.5 入-- 哈 菌 体 的 切 开 和 环 化 ”分 别 挑 取 XL1- 
blue MRF' 和 SOLR 菌株 的 单 菌 落 克 隆 ， 接 种 到 加 
有 10 mmol/L MgS04 和 0.2% (W/V ) 麦芽 糖 的 5 
mL LB 液体 培养 基 中 。37 % ，200 r/min， 摇 床 培 
养 过 夜 。 各 取 100 uL 上 述 培养 液 ， 分 别 转 接 4 mL 
与 上 同样 的 培养 基 中 ，30 % ，200 rmin， 摇 床 培 
养 8h。XL1-blue MRF' 和 SOLR 菌株 的 ODeoo 值 分 
别 达 到 2.66 和 3.10。1 000xg 离心 10 min， 弃 上 
清 液 。 用 10 mmol/L MgS0s 的 溶液 重新 悬浮 XL1- 
blue MRF' 和 SOLR 菌株 ， 使 它们 的 ODuom 值 分 别 
为 : 0Duo ( XLl-blue MRF” ) = 1.08; 0Dao 
( SOLR ) =0.989。 在 一 个 1.5 mL 的 离心 管 中 加 入 
200 pL 上 述 含有 XL1-blue MRF’ 的 10 mmol/L Mg- 
S04 溶液 、20 pL cDNA 库 中 的 哈 菌 体 溶 液 和 1 pL 
VCS-M13 辅助 噬菌体 ， 混 合 均 匀 ，37 % 培养 23 
min; 转 入 50 mL 新 离心 管 ， 加 入 2 mL LB 液体 培 
养 基 ， 随 后 37 CC 、200 r/min 摇 床 培养 1 h。70 C 
加 热 20 min。 吸 出 1 mL LB 液体 培养 基 到 1.5 mL 
离心 管 中 ，1 000 x g 离心 10 min， 将 上 清 液 转 入 新 
的 1.5 mL 离心 管 中 。 吸 出 1 wyL 上 清 液 ， 加 入 到 新 












































的 1.5 mL 离心 管 中 。 同 时 ， 将 前 面 的 SOLR 菌株 
的 10 mmol/L MgS04 溶液 (0Dao = 1.08 ) 取出 200 
上 岂 ， 加 入 到 离心 管 中 ， 混 合 均匀 并 置 于 37 %C 温 育 
15 min。 将 试管 从 37 所 转移 至 室温 (22 % )， 分 别 
加 入 IPTG 10 已 ，X-gal 100 nL。 混合 均匀 ， 置 于 
37% 15 min， 把 试管 中 的 全 部 混合 液 涂 在 售 有 和 氨 
某 青 性 素 ( 50 yg/mL ) 的 LB 琼脂 平板 上 。37 % 培 
养 过 夜 ， 记 数 大 肠 杆菌 菌落 。 

1.2.6 文库 质量 鉴定 ”将 上 一 步 中 37 CC 培养 过 夜 
的 LB 琼脂 平板 取出 ， 置 于 4 CC 冰箱 10 h， 使 非 
组 菌落 充分 显示 蓝 色 ,计数 白色 菌落 和 蓝 色 菌 落 。 
cDNA 片段 插入 和 -ZAP 载体 的 大 肠 杆菌 克隆 表现 为 
白色 菌落 ， 载 体 中 没有 插入 cDNA 片段 的 大 肠 杆菌 
克隆 表现 为 蓝 色 菌落 。 白 色 菌 落 占 总 菌落 数 的 比例 
就 是 cDNA 片段 与 哈 菌 体 的 重组 率 。 用 宝生 物 的 普 
通 Tad 酶 试剂 盒 ， 随 机 选取 960 个 白色 菌落 作 模 
板 ， 扩 增 插 入 的 cDNA 片段 。 扩 增 程序 如 下 : 每 个 
200 gL 试管 中 加 入 71 pL 去 离子 水 ， 用 灭 菌 牙 签 轻 
芯 白 色 堵 落后 再 转 和 人 去 离子 水 中 蓄 一 下 。 将 试管 置 
于 95 % 使 细菌 裂解 ，10 min 后 立即 转 置 于 冰 浴 中 
冷却 。 按 试剂 盒 说 明 ， 分 别 加 入 10 x PCR 缓冲 液 、 
dNTP、 引 物 和 Tad 酶 ， 终 体积 为 100 jyL。 扩 增 条 
件 : 94 和 ，5 min; 94%，30s，55 %，30 s，72 
CC，2 min，35 个 循环 ; 最 后 72 %， 延 伸 7 min。 
取 54L 反 应 液 在 1.5%% 浓 度 的 TBE 琼脂 糖 凝 胶 上 ， 
5V/em 电泳 40 min。 紫 外 成 像 ， 对 照 电泳 标记 大 小 
记录 结果 并 保存 电泳 图 。 


2 结 果 


2.1 总 RNA 提取 和 mRNA 的 分 离 纯化 
高 质量 的 总 RNA 和 mRNA 是 构建 高 质量 cDNA 
文库 的 基本 条 件 。 我 们 用 液 氮 冷冻 研磨 猕猴 脑 PFC 
组 织 ， 用 Invitregen 公司 的 TRIzol 试剂 提取 总 RNA。 
检测 RNA， 其 0Dxopso = 1.91。 电 泳 结果 显示 : 
28S、18S 和 5S 三 条 带 比较 清晰 ，RNA 几乎 没有 
降解 。285 带 的 亮度 约 是 185 带 的 两 倍 (图 1A )。 
使 用 QIAGEN 公司 的 mRNA 纯化 试剂 盒 ， 得 到 了 高 
质量 的 mRNA。 电泳 结果 表明 : mRNA 产物 呈现 连 
续 的 带 状 分 布 ， 看 不 到 28S、18S 和 5S 三 条 带 ， 
产物 是 纯 的 mRNA 分 子 (图 1B )。 
2.2 cDNA 文库 描述 
2.2.1 文库 滴 度 和 库容 ”文库 的 ^ 喧 菌 体 溶 液 总 
体积 是 2 x 500 uL。 哈 菌 体 滴 度 测定 结果 见 表 1。 哈 
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图 1 猕猴 大 脑 前 额 页 区 提取 的 总 RNA(A) 和 mRNA (B ) 电泳 图 
Fig. 1 The electromorph of total RNA (A ) and mRNA (B ) extracted 
from prefronal cortex of the rhesus monkey 
电泳 图 点 样 孔 上 方 的 数字 表示 同一 样品 点 了 两 个 样 孔 。 


The numbers indicate the two lanes loaded with the same samples. 


























菌 体 滴 度 平均 数 二 2.0 x 105% pfu/mL ), 文 库 的 总 库 
容 为 2x0.5 mL x2.0x105/mL =2.0x10% 克隆 )。 
2.2.2 cDNA 插入 片段 长 度 通过 PCR， 用 T;、 
T7 引物 对 ， 随 机 选取 960 个 白色 克隆 扩 增 cDNA 插 
入 片段 ， 从 中 选取 了 255 个 电泳 效果 比较 好 的 克隆 
片段 作为 统计 样本 。 根 据 电泳 图 中 各 个 克隆 cDNA 
插入 片段 的 大 小 ， 除 去 T3、Ty 和 质粒 片段 的 长 度 ， 
统计 结果 见 表 2。 结 果 表 明 ，cDNA 插入 片段 大 多 


位 于 2.0 一 0.5 kb 之 间 ， 极 少数 的 cpDNA 插入 片段 
小 于 0.5 kb， 平均 长 度 二 1.0 kb ( 表 2、 图 2)。 
2.2.3 cDNA 片段 插入 和-ZAP 载体 的 重组 率 ”加 
入 IPTG、X-gal、 氮 全 青霉素 的 LB 琼脂 平板 ，37 
% 培 养 过 夜 后 放 入 4 CC 冰箱 10 h。 菌 落 数 的 统计 结 
果 为 : 1 500 个 克隆 中 有 41 个 蓝 色 克隆 ，cDNA 片 
段 插入 入 -ZAP 载体 的 重组 率 为 97.3%。 


表 1 猕猴 大 脑 前 额 叶 cDNA 文库 滴 度 测定 结果 
Tab. 1 The result of titer-testing in the cDNA-library of the prefrontal cortex of the rhesus monkey 














平板 编号 稀释 倍数 人 ns 
Nmber oF plites Dl ted Eee Titer of diluted library Titer of library 
( pfu/mL ) (pfu/mL ) 
1 10 2.05 x 105 2.05 x 104 
2 100 1.9x 10 1.9x 105 
3 1 000 2.0x103 2.0x105 
平均 值 Average value 一 2.0 x 106 





表 2 猕猴 大 脑 前 额 时 cDNA 文库 cDNA 插入 片段 长 度 
Tab. 2 Length of inserted cDNA fragments in the cDNA-library constructed 








5DNA 长 度 平治 长 度 
三 1000 三 750 三 500 500 
Length of cDNA (bp) > 二 关 Average length~1 000 bp 
克隆 数 Number of clones 141 84 26 4 克隆 总 数 Total number of clones = 255 
占 总 数 的 百分数 Percentage ( % ) 55x3 32.9 10.2 1.57 
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图 2 部 分 克隆 的 cDNA 插入 片段 电泳 图 


Fig. 2 The electromorph of inserted cDNAs in some clones 


M: 表示 分 子 量 标记 ， 样 品 为 随机 选取 的 cDNA 捕 和 片段， 空白 泳 道 表 示 克 隆 的 





PCR 扩 增 反应 失败 。 





M is the molecular weight marker and samples were randomly picked from the cDNA clones . 


Blank lanes indicate unsuccessful PCR of clones . 


3 讨 论 


本 文 构建 的 cDNA 文库 是 原始 经 典 库 ，cDNA 
插入 片段 不 经 过 PCR 扩 增 。 因 此 ， 各 个 基因 表达 
的 mRNA 模板 量 没有 人 为 增加 或 减少 其 在 库 中 所 占 
比例 。 这 样 ， 从 根本 上 保证 了 每 个 基因 在 文库 中 表 
达 的 克隆 数 比例 与 实际 情况 相符 。 根 据 文库 中 各 个 
基因 表达 的 克隆 数 所 占 之 比例 ， 可 以 推测 出 该 基因 
的 实际 表达 量 的 高 低 ; 但 这 也 会 导致 EDNA 文库 的 
的 滴 度 不 易 提高 ， 整 个 文库 的 容量 不 容易 做 大 。 不 








过 ,我 们 采用 了 Stratagene 公司 的 cDNA 文库 构建 
系统 ， 它 具有 高 效率 的 cDNA 反 转 录 和 合成 机 制 ， 
以 及 高 效率 的 连接 反应 系统 和 高 质量 的 -ZAP 哈 菌 
体 载 体系 统 。 再 加 上 高 质量 的 mRNA， 完 全 可 以 弥 
补 cDNA 文库 的 不 足 。 

文库 质量 的 高 、 低 主要 体现 在 其 库容 、 插 入 
cDNA 片段 的 大 小 和 文库 cDNA 片段 重组 率 三 个 方 
面 。 文 库 必须 具备 有 足够 量 的 克隆 数 ， 才 能 保证 基 
因 组 cDNA 中 的 每 个 序列 至 少 有 一 个 拷贝 存在 于 重 
组 文库 中 。 达 到 此 要 求 的 条 件 :( 1 ) 文库 容量 不 低 
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于 1.7x 105 个 克隆 (Sambrook et al，2001); (2) 
为 了 保证 cDNA 片段 的 完整 性 ， 插 入 片段 的 平均 长 
度 不 能 低 于 1.0 kb ( Yang et al，2004; Jin et al， 
2004; Tanaka et al，1996 ); 〈3 ) 文库 重组 率 不 能 
低 于 90% 。 我 们 构建 cDNA 文库 的 滴 度 ( pfu/mL ) 
是 2.0 x 105 克隆 /mL， 总 库容 为 2 x 105 个 克隆 ; 
绝 大 多 数 的 插入 片段 长 度 不 小 于 0.5 kb，55.3% 的 
片段 大 于 1 kb, 平均 长 度 大 约 1.0 kb; 文库 重组 率 
达 97.3%。 文 库 的 各 项 指标 均 达 到 或 超过 基本 要 求 
( Sambrook et al，2001 )。 

构建 动物 整个 脑 组 织 cDNA 文库 的 工作 已 有 报 
道 ( Ohara et al, 1997; Kalz-Fuller et al, 1995; Brookes 
et al,1995; Sasaki et al, 1994; Kobayashi et al, 1991; 
Walker et al, 1989 ), 但 构建 非 人 灵 长 类 动物 大 脑 某 
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